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されている 6)。また，同様にシグナル分子である Src ファミリーキナーゼの一つとして免疫系のシグナル伝






















系障害によるのではないかと疑われていたが，正常児と ADHD 児の比較を検証したところ，ADHD 児では脳梁















 BALB/c マウス及び Ln/J マウスより，脾臓と胸腺を摘出し，速やかに氷冷 PBS 中でピンセットおよびスラ
イドグラスを用いてホモジネートし，細胞懸濁液とした。この懸濁液を，セルストレナー(Falcon 35-2235) を
透過することにより組織破片等を除去し，シングルセルサスペンジョンとした。1,500rpm５分間遠心後，沈
殿した細胞を PBS で２回洗浄して，赤血球溶解用緩衝液 10mL（0.75％ NH4Cl，0.17M Tris-Hcl：Wako 
Purechemicaol Industrial , Ltcl., OSAKA, JAPAN）にて溶血処理した。残存したリンパ球を１×107 cells 
/ mL に調製した。 
細胞表面マーカーの解析 
 BALB/cマウス及び Ln/Jマウスの脾細胞と胸腺細胞を 50μL（５×10５cells）ずつ各２本ラウンドチューブ
に分注し，細胞表面を［１］抗 Thy1-PE抗体×1,000 50μL/ 抗 B220 抗体 ×2,000 50μL ［２］抗 CD4-PE
抗体 ×500 50μL/ 抗 CD8-FITC 抗体×2000 50μL (各抗体は本学医学部免疫学教室村口篤教授より恵与)
を加えて 20 分間インキュベートした。次にリンパ球を２度洗浄してから，フローサイトメトリー（FACS 
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重の高い小リンパ球・ナイーブ細胞の分離である。試験管に Percol（SIGMA Chemical Co., St. Lowis, MO. 
USA）濃度勾配（下層：70％Percol溶液 2.5mL / 上層：60％Percol溶液 2.5mL）を作製し，ゆっくりと正常・





 比重分離したリンパ球は，1×106 cells / mLに調製してからエッペンドルフチューブに 1ｍＬずつ各２本
に分注した。各細胞は，無刺激あるいは，Pervanadate（5% H2O2：健栄製薬, 日本, 0.5mM Na3VO4：SIGMA）
100μLを加えて１分間刺激した。冷却した PBS-VEで刺激を停止し，3000rpm 30秒遠心してからペレットを
TNE（NaCl 150mM，Tris（pH8.0） 10mM，NP-40 1%，EDTA 1mM，Na3VO4 2mM，Aprotinin 0.2μg/mL，Leupeptin 
2μg/mL）で溶解させた。氷上で 30 分静置後，15,000rpm，３分で遠心して得られた上清を細胞溶解液とした。 
チロシンリン酸化シグナルの解析 
 細胞溶解液 50μLを SDS-PAGE サンプルバッファ （ーDW 4.0ml，0.5M Tris-HCl pH6.8 1.0ml，Glycerol 0.8ml，
10％SDS 1.6ml，2-βMelcaptoethanol 0.4ml，0.05%(w/v)Bromophenol Blue 0.2ml）50μL と混和し 98℃で
5 分間加熱した。10％アクリルアミドゲルのウェルに混和液を 15μL ずつアプライして 20mA/枚・60 分間
SDS-PAGEを行った。SDS-PAGE展開後，アクリルアミドゲルを Western Blotting トランスバッファー（25mM 
Tris，192 mM Glycine，20%メタノール）で 20 分間平衡化した後，ミニタンクブロット装置(BioRad. 
Laboratories, CA. USA.ミニプロティアン III)にセットして，90V・180 分間ブロッテイングを行った。タン
パクが転写されたメンブレンを 5%BSA（SIGMA）溶液にて，Over Nightブロッキングを行った。ブロッキング
溶液を取り除いたのち，メンブレンを TTBS ５分×２回・TBS ５分×２回で洗浄し，一次抗体としてα-PY抗
体（4G10-Biotin または PY100）を加えて一晩インキュベートした。メンブレンを TTBS ５分×２回・TBS ５
分×２回で洗浄後，一次抗体の検出は，ECL またはアルカリホスファターゼによる酵素発色のいずれか，ま
たは双方で行った。ECL 発色は，二次抗体:抗 Mouse-HRP (anti-Mouse IgG-HRP  x1/5,000 Santa Cruze 
SC-2005)または，Avidin-HRP を加えて 50 分間インキュベート後，メンブレンを TTBS ５分×２回・TBS ５分
×２回で洗浄し，ECL反応液(アマシャム)を加えて室温で 5分反応させた後，X 線フィルム上に発色させた。






 脾細胞または胸腺細胞の 5×106個を遠心沈殿として，200μLの 2D Lysis バッファー（9.５Ｍ 尿素，２％ 
TritonＸ-100，２％ Ampholine（pH3.5〜10），５％ ２-Melcaptoethanol）で溶解し，氷上で 30 分静置後，
15,000rpm，３分間遠心した上清をサンプルとした。上清 13μLと Rehydration Buffer 117μLとを混和し，
IPGストリップ（pI 5-8 BioRad）にアプライして 12時間膨潤させた。電気泳動は，BioRad の PROTEAN IEF CELL
を用いた。１次元目の泳動後，平衡化 buffer１をストリップ１本あたり約３ml滴下して 10 min平衡化し，
続いて平衡化 buffer２ 約３mlで 10 min 平衡化させてから，２次元目の泳動を行った。Buffer は，BioRad
の 2D キットを用いた。二次元展開したタンパク質のスポット検出は，ゲルを銀染色キット（第一化学：2D-
銀染色・第一）で染色して乾燥させた後，スキャナーで取り込みコンピューター画像解析を行った。解析ア
プリケーションは BioRad の PDQuest を用いた。 
 二次元電気泳動に用いた試薬類，Urea，2-Mercaptoethanol，Tris，Sodium Dodecylsulfate ，Glycerol，
Iodeacetamide は，和光純薬より購入した特級試薬を用いた。 その他の試薬 10% Triton X-100 （Fluka），
40% Ampholyte 3/10（BIORAD），DTT（SIGMA）をそれぞれ用いた。銀染色は，電気泳動用 2D-銀染色試薬・II
「第一」(Daiichi Purechemicals Co., Ltd. TOKYO, JAPAN)を用いた。銀染色の試薬調製のため，メタノー
ル，酢酸 (和光純薬)を用いた。 
 


















Fig.1 正常マウスと脳梁欠損マウスの脳全体図 及び 前額断面図
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細胞表面マーカー解析によるリンパ球集団構成の比較 
 脾臓・胸腺リンパ球表面における Thy1・B220，CD4・CD8 の発現を FACSにて解析した。この結果，脾臓リ
ンパ球において正常マウス・脳梁欠損マウス間で T細胞/Ｂ細胞比率の有意な差異は認められなかった。同様
















れたが，それぞれのリン酸化のパターンは，量的・質的に異なることが示された (Fig3) 。 
 胸腺細胞では，Fr1 分画のリンパ球において，正常マウス由来リンパ球のチロシンリン酸化シグナル誘導
に比べ，脳梁欠損マウスでのリン酸化は弱かった（Fig3右上.レーン左から 1 と 2）。一方，小リンパ球画分
Fr2 においては，脳梁欠損マウス由来リンパ球の反応性が，正常マウス由来リンパ球よりも亢進していた



















 無刺激のリンパ球をサンプルとし，予備的試験では多くのタンパクが pI 5-8 付近に集中していることが
確認されたため(Data not shown)，この PI領域を重点的に解析した。この結果，大部分のタンパク質スポッ
トが脳梁欠損マウスと正常マウスで一致することが示された(Fig4)。しかし，コンピューター画像解析を行



















































る分子であり，かつ，チロシンリン酸化に関与する分子としては，Fynキナーゼが有名である 6, 17, 18)。今回，
Fyn キナーゼにターゲットを絞った解析を試みることはできながったが，Fyn キナーゼそのもの，もしくは
Fyn キナーゼの機能に関わるシグナル伝達分子が今回認められたシグナルの違いに関与している可能性があ
るかもしれない。Fyn の分子量は，約 60kDa であり，今回差異が認められた分子種にはちょうど 60kDa に相
当するものは含まれなかった。しかし，分子量 50〜60 kDa前後のタンパクとして Fyn以外の Src ファミリー
キナーゼの関与も考えられる。Fyn 以外の Src ファミリーキナーゼの中では，神経系の増殖や分化だけでな




性として，Fyn や Src 等のチロシンリン酸化酵素活性は，チロシン脱リン酸化酵素(PTP)によっても精密に制
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御されており 20-22)，脱リン酸化酵素が脳梁形成とリンパ球シグナル伝達に共通する Key Molecule であるかも
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